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したところ、Aliivibrio fischei では菌体の増殖がほとんど認められないにも関わらず、培養 12 h後に
有意な発光増大が認められたことから、人工海水の成分が発光誘導に寄与する可能性が示唆された。
そこで、人工海水の 5 つの成分をそれぞれ変化させた条件で培養を行ったところ、KCl, NaHCO3, 



















Marine luminous bacteria live in marine environment. For example, they are free-living in sea 
water or can also live in a symbiotic relationship with other marine animals. It is well known they 
induce the luminescence cell-density dependently, and they mainly used as a bioassay in the 
environmental measurement fields. On the other hand, the relation between seawater components 
and luminescence is little known. Furthermore, there is little known about application to other fiels. 
Therefore, we investigated about the relation between the luminescence and the composition of 
artificial seawater media, and we attempted analyze the toxicity for fungicides using A. fischeri 
grown only with the elements essential to induce luminescence.   
The luminescence significantly increased at 12 h under artificial sea water (i.e. very low cell 
density conditions).  Moreover, A. fischeri induced the luminescence in the presence of KCl, 
NaHCO3, and MgSO4, and the luminescence also increased with other compounds, including K+, 
HCO3-, and SO42- ions.  These results suggest that A. fischeri required these ions to induce the 
luminescence under artificial sea water.   
Additionally, when A. fischeri which it was cultured in 2.81 % NaCl solutions containing KCl, 
NaHCO3, and MgSO4 exposed to sodium ortho-phenylphenol, luminescence decreased at > 10 ppm.  
Moreover, marine luminous bacteria immobilized on IFF-coated tube, the luminescence decreased 
sensitively. These results suggest that marine luminous bacteria can be used as a bioassay to detect 
the presence of fungicides.  However, when marine luminous bacteria immobilized on IFF-coated 
tube, the luminescence decrease as time passes. Therefore, we investigated whether the three 
luminescence factors (i.e. KCl, NaHCO3, and MgSO4) have an effect as a luminescence restoration 
agent.  When we added the three luminescence factors to IFF-coated tube, the luminescence 
increased after 5 min, and the luminsececne maintained until 24 h.  Futhermore, we investigated 
to the effect of pH or other substances, it was suggested that these effects were minimal. These 
results suggest that marine luminous bacteria are useful as bioassay to analyze the fungicides, and 
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第 1 章 序論 
 









海洋性発光細菌は一般的に波長 490 nm 付近に極大を示す青緑色の光を放つことが知




























NAD(P)H + FMN + H+                         NAD(P)+ + FMNH2    (1) 
RCHO + FMNH2 + O2                  RCOOH + FMN + H2O + hv     (2) 
 
この発光反応は、細胞間コミュニケーションによって物質生産を調節する Quorum 
Sensing によって制御されている 15), 20)-23)。この現象は、バイオフィルムや胞子形成、病
原物質の発現など、発光細菌以外の微生物においても認められる 21), 23)。細胞間コミュニ
ケーションの手段としては微生物が増殖時に産生する autoinducer と呼ばれるシグナル
物質が用いられ、これが臨界濃度に達すると発光が引き起こされる 15,) 21)。A. fischeri の
autoinducer は N-(3-oxo-hexanoyl)-L-homoserine lactone (3-oxo-C6-HSL)15), 24) や
Octanoy-homoserine lactone(C8)25), 26)であると同定されており、これが LuxR タンパク
質と結合すると、発光反応に必要な情報をコードした lux オペロンの転写を活性化する
15) 。lux オペロンは、autoinducer を生合成する luxI、発光反応を触媒するバクテリア
ルシフェラーゼをコードする luxA および luxB、発光反応に必要なアルデヒドの生合成
を担う luxC、luxD、luxE、またFMN を還元する酵素をコードする luxG などで構成さ






















達していない可能性が考えられる。実際、発光器内において Vibrio fischeri の細胞密度
は 1 ml あたり 1010から 1011個という高い細胞密度に達し、発光誘導が引き起こされる







































クス試験装置で 5 分後および 15 分後の発光量を測定する 18), 37)。次に、試料を添加して
いない対照の発光量も同時に測定し、最後に対照試験区に対して発光量が 50 %減少した
時の毒性物質濃度を EC50（50 %影響濃度）として評価する 18), 37)。発光細菌を用いたバ
イオアッセイと従来の生物（e.g. ミジンコ、魚類）を利用したバイオアッセイでは、影
響検出方法や作用時間等が異なるため生物間における感受性の比較を行うことはできな
























図 3 防ばい剤の化学構造 41) 
 








HPLC-FL で測定することが定められている 47), 48)。このようなクロマトグラフィーを利
用した分析では、高感度にその濃度や組成を測定することができる一方、操作が煩雑で、
コストも高く個別試験法であるため、これまで防ばい剤の一斉分析法の検討と妥当性評
価に関する研究が行われてきた 41), 47), 49)。また、現場では簡便かつ迅速に、そして低コス












れまでに以下の 2 点が解明されていないことが明らかとなった。 
 
 1. 発光細菌の海水中における発光挙動と誘導因子について 









 本論文の構成を図 4 に示す。第 2 章では、海水中の無機塩類のみを添加した Artificial 
Sea Water (ASW)と微生物の 3 大生育因子（無機塩類、窒素源、炭素源）を全て含む Sea 
Water Medium (SWM)を用いて海洋性発光細菌類の増殖性と発光性を明らかにする。第
3 章では ASW 中で発光上昇が認められた海洋性発光細菌を用いて ASW 中の発光誘導
因子の解明を行う。第 4 章では、第 3 章で明らかにした発光誘導因子で誘導した発光細
菌を用いたバイオアッセイへの応用を検討する。さらに蚕繭から抽出し、作製した不溶
化フィブロイン膜 (IFF)に固定した発光細菌の防ばい剤に対する感受性についても検討






































 供試菌株として Photobacterium leiognathi (ATCC 33469)、Vibrio harveyi (ATCC 
14126)、Vibrio (Aliivibrio) fischeri (ATCC 33715)、Aliivibrio fischeri (ATCC 7744)の 4
種の海洋性発光細菌を選定した。これらはAmerican Type Culture Collection から入手
した。P. leiognathi、V. harveyi、A. fischeri をPhotobacterium broth (Sigma-Aldrich 
Co.) 100 ml に 1 ml 接種し、26 ℃、70 rpm の培養条件で 16 h 振とう培養した。V. 
fischeri は Marine broth (Becton, Dickinson and Co.) 100 ml に、1 ml 接種し、20 ℃、
70 rpm の培養条件で 16 h 振とう培養した。これらの培養液と 30 %グリセリン溶液を
700 µl ずつ混合し、-70 ℃で保存したものをグリセロールストックとした。 
 人工海水中の発光挙動を明らかにするために、培地として ASW (ASW composition;  
28.1 g/l NaCl, 0.77 g/l KCl, 1.21 g/l CaCl2, 10.2 g/l MgCl2・6H2O, 0.11 g/l NaHCO3, 7.15 
g/l MgSO4・7H2O)50)を用いた。これを 300 ml 三角フラスコに 100 ml 調整し、前述の
グリセロールストックを 100 µl 接種した。P. leiognathi、V. harveyi、A. fischeri は 26 ℃、
V. fischeri は 20 ℃の培養温度で、約 48 h、70 rpm で振とう培養し、接種後 2 h おきに
培養液を 1 ml ずつサンプリングし、菌体量と発光量を測定した。比較対象として、
Artificial Sea Waterに10 g/l Beef extractと10 g/l Bacto peptoneを添加したSea Water 






している。一方、SWM は ASW の無機塩類に加え、炭素源である Beef extract と窒素





 菌体量は Ultrospec 3100 pro spectrometer (Amersham Bioscience, Piscataway NJ) 
を用いて、波長 600 nm における培養懸濁液の光学密度 (Optical Desntisy: OD) を測定
することにより評価した。発光量は PSN luminometer (AB-2200, ATTO, Tokyo Japan) 
を用いて、5 min の積算値で評価した。なお、現在市販されている光を検出する分析機
器によって得られた測定値は RLU(relative light unit)という単位で表示され、装置ごと
の互換性がないことが知られている 51)。そこで、本論文を通して得られた全ての発光量
の単位は RLU と表記する。また、接種直後（培養 0 h）の発光量と各培養時間における
発光量の t 検定を行い、接種直後と比較したときの有意差*p<0.05 で示した。 
 
2.3 実験結果 
2.3.1 Photobacterium leiognathi の増殖と発光性 
 はじめに P. leiognathi の増殖性と発光性の経時変化を図 5、6 に示す。P. leiognathi を
SWM で培養したところ、時間の経過に伴って菌体量の上昇が認められ、OD600は最終的
に約 3.0 まで達した(図 5)。また、菌体の上昇に伴って発光量の上昇が認められた(図 6)。
この結果から、SWM では細胞密度に依存した発光誘導を行っていることが明らかとな
った。一方、ASW では菌体の上昇はほとんど認められず(図 5)、発光量も時間の経過に




図 5 P. leiognathi の増殖性 
 




2.3.2 Vibrio harveyi の増殖と発光性 
 続いて V. harveyi の増殖性と発光性の経時変化を図 7、8 に示す。V. harveyi を SWM
で培養したところ、時間の経過に伴って菌体量の上昇が認められ、OD600 は最終的に約
4.0 まで達した(図 7)。また、発光量は培養 6 h までは減少したが、その後急激に増大し、
その後、高い発光量を維持したことから細胞密度に依存した発光誘導を行っていること
が明らかとなった(図 8)。一方、ASW では菌体量はほとんど上昇せず(図 7)、発光量も上
昇が認められなかった(図 8)。以上の結果から、V. haveyi はP. leiognathi と同様に SWM
およびASWにおいて細胞密度に依存して発光誘導を行っていることが明らかとなった。 









図 8 V. harveyi の発光性 
 
2.3.3 Vibrio (Aliivibrio) fischeri の増殖と発光性 
 次にV. fischeri の増殖性と発光性の経時変化を図 9、10 に示す。V. fischeri を SWM
で培養したところ、培養 22 h まで菌体の上昇が認められなかったが、培養 24 h 以降に
菌体の上昇が認められ、最終的に OD600は約 3.5 まで達した(図 9)。発光量も増殖の上昇
が認められた培養 24 h 以降に上昇したことから、細胞密度に依存して発光誘導を行って










図 9 V. fischeri の増殖性 
 
     図 10 V. fischeri の発光性 
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2.3.4 Aliivibrio fischeri の増殖と発光性 
 最後に A. fischeri の増殖性と発光性の経時変化を図 11、12 に示す。A. fischeri を
SWM で培養したところ、時間の経過に伴って菌体量が上昇し、最終的にOD600は約 2.0
に達した(図 11)。発光性については、V. harveyi (図 8)と同様な傾向が認められた。すな
わち、培養 6 h 後までは発光量は減少したが、培養 8 h 以降上昇し、その後高い発光量
を維持した(図 12)。この結果から、A. fischeri は細胞密度依存的に発光誘導を行ってい
ることが明らかとなった。一方、ASW では発光性について他の 3 菌株と異なる傾向が得
られた。増殖性については、他の 3 菌株と同様に菌体の上昇は認められず、OD600は 0.001
～0.006 の間の値を示したが(図 11)、発光性については培養 12 h 後に培養開始時(0 h)と



















図 11 A. fischeri の増殖性 
 
 





 これまでの実験結果から、A. fischeri は細胞密度非依存的に発光量が上昇することが
明らかとなった(図 12)。 
本研究で使用した海洋性発光細菌類は、全てVibrio科に分類される。澤辺はrecA (DNA
修復)や rpoA (タンパク質合成)、ftsZ (細胞分裂装置)、mreB (アクチン様細胞骨格)など
の遺伝子を用いて、微生物の分類や同定に用いられる多遺伝子座塩基配列解析 (MLSA)
とスプリット分解解析 (SDA)によって Vibrio の進化の系譜を試みた 11)。その結果、本
研究で使用した Photobacterium、fishceri、harveyi の間には有意な相同組換えがあり、
進化の過程で生態や遺伝的に差が生じた可能性を示した 11)。また、Urbanczyk らは
16SrRNA の遺伝子配列を用いて、Aliivibrio 属と Vibrio 属 (V. harveyi )および
Photobacterium 属の塩基配列の相同性について比較したところ、Aliivibrio 属は他の 2
つと相同性に差があることを明らかにした 52)。またこれら 3 つの属の間には、インドー
ル産生やアルギニンジヒドロラーゼ活性、ゼラチナーゼ活性などの生化学的試験の結果
にも違いがあった 52)。さらに、A. fischeri とV. harveyi では発光を誘導するシグナル分
子である autoinducerや発光遺伝子である lux operonに違いがあることが知られている
10), 15), 53)-56)。また本結果で、同じ Vibrio(Aliivibrio) fischeri に分類され、ATCC 番号の
異なる細菌間で発光誘導機構に差が認められた(図 10、12)。今回、細胞密度非依存的な
発光が認められた ATCC 7744 株は、490 nm 付近に吸収極大を示す青緑色の光を発する












ていることが知られ 59)、塩性沼沢底泥にも分布するといわれる 11)。Photobacterium は
ヒイラギ科、ホタルジャコ科およびテンジクダイ科の魚類の発光器内に生息し 60)、
fischeri はさまざまな魚やイカの発光器内に純粋培養されている 59)。P. leiognathi はヒ
イラギ科魚類とホタルジャコ科およびテンジクダイ科魚類の一部に共生することを前述
したが、ヒイラギ科魚類に共生する P. leiognathi とホタルジャコ科およびテンジクダイ
科魚類に共生する P. leiognathi では、発光反応を触媒するルシフェラーゼをコードする












った。また、4 種の海洋性発光細菌類を無機塩類のみで構成した ASW で培養したとこ
ろ、菌体の増殖はほとんど認められず、いずれも同様な傾向を示した。一方、発光性に
ついてはA. fischeriとその他の細菌類において異なる傾向が認められた。P. leiognathi、
V. harveyi、V. fischeri では、発光量は変化せず、または減少が認められたが、A. fischeri
では培養 12 h 後に菌体の接種後(0 h)と比較して有意に発光量が上昇した。以上の結果





第 3 章 発光誘導因子の解明 
 
3.1 研究背景と目的 
 第 2 章では、ASW を用いて海洋性発光細菌類の増殖性と発光性を明らかにした。その
結果、増殖性に関してはいずれの発光細菌も同様な傾向を示し、時間が経過してもほと
んど増殖しなかったが、発光性に関しては A. fischeri は他の海洋性発光細菌類と異なり、
培養 12 h 後に発光量が有意に上昇した。これは、ASW 中の無機塩類が発光誘導に寄与
している可能性が示唆された。 








 供試菌株には、2.2 節で使用した A. fischeri (ATCC 7744)を用いた。2.2 節と同様に、
培地には Photobacterium broth (Sigma-Aldrich Co.)を用い、全量が 100 ml となるよう
調整した。これにA. fischeri を 1 ml 接種し、26 ℃、70 rpm で 16 h 振とう培養した。
このときの OD600は約 2.0 であった。培養液 700 µl と 30 %グリセリン溶液 700 µl を混
合し、-70 ℃で保存したものをグリセロールストックとした。 
 発光誘導因子の解明を行うために、ASW を構成する 5 つの無機塩類 (KCl, CaCl2, 
NaHCO3, MgCl2, MgSO4)の数をそれぞれ変化させた培地を全量が 100 ml となるように
調製した。これに前述のグリセロールストックを 100 µl 接種し、26 ℃、70 rpm で振
とう培養した。また発光誘導に寄与した無機塩類の濃度が発光に与える影響を検討する
ために、ASW 中のKCl 濃度を 0.0077、0.077、0.77、3.85、7.7、38.5、77 g/l となるよ





358 g/l になるよう調製し、前述の条件で振とう培養した。 
続いて K+, HCO3-, SO42-が発光に与える影響を検討するために、ASW 中の KCl、
NaHCO3、MgSO4をこれらのイオンを含む様々な無機化合物と置換し、培養 12 h 後の
発光量を測定した。KCl の置換物として、KBr (0.0123, 0.123, 1.23 g/l)、KHCO3(0.0103, 
0.103, 1.03 g/l)、KNO3(0.015, 0.105, 1.05 g/l)の 3 つの無機化合物を選定し、NaHCO3
の置換物として、NH4HCO3(0.001, 0.01, 0.1 g/l)とKHCO3(0.0013, 0.013, 0.13 g/l)を用
いた。また、MgSO4 の置換物として CaSO4(0.02, 0.2, 2 g/l)、MnSO4(0.022, 0.22, 2.2 
g/l)、FeSO4(0.0038, 0.038, 0.38 g/l)、CuSO4(0.0023, 0.023, 0.23 g/l)、Na2SO4(0.21, 2.1, 
21 g/l)、K2SO4(0.25, 2.5, 25 g/l)の 6 つの無機化合物を用いた。さらに、硫黄源が発光に
与える影響を検討するために、Na2SO3(0.002, 0.02, 0.2 g/l)、K2SO3(0.0024, 0.024, 0.24 
g/l)、Na2S2O3(0.18, 1.8, 18 g/l)の 3 つの無機化合物を用いた。これらの濃度は、ASW 中
のKCl、NaHCO3、MgSO4のモル濃度とおよそ同じになるように設定し、濃度が発光に
与える影響を検討するために、添加濃度を 10 倍および 100 倍変化させた。また硫黄源
の影響として有機化合物が発光に与える影響を検討するために、含硫アミノ酸であるシ
ステイン(0.001, 0.01, 0.1 g/l), シスチン(0.001, 0.01, 0.1 g/l), メチオニン(0.001, 0.01, 0.1 
g/l), セリン(0.001, 0.01, 0.1 g/l), タウリン(0.001, 0.01, 0.1 g/l)を用いた。これらの培地
を全量が 100 ml になるよう調製し、これに A. fischeri を 100 µl 接種し、26 ℃、70 rpm
で振とう培養した。 
 なお、NaCl は海洋性発光細菌の生育に必須な成分であり、海洋性発光細菌は真水では
生育できないため上述の全ての条件において終濃度が 2.81 %になるように NaCl を添加
した。また、発光量は 4 つの無機塩類を添加した培養条件を除き、培養 12 h 後の発光量
を測定し、コントロールである 2.81 % NaCl 溶液で培養したときに得られた発光量と t
検定を行い、有意差*p<0.05 で評価した。4 つの無機塩類を添加した培養条件では、培養
0～12 h の発光量を 2 h おきに測定し、培養直後(0 h)の発光量と各培養時間で得られた




 2.2 節と同様に、菌体量は Ultrospec 3100 pro spectrometer (Amersham Bioscience, 
Piscataway NJ)を用いて、波長 600 nm における培養懸濁液の光学密度 (Optical 
Desntisy: OD)を測定することにより評価した。発光量は PSN luminometer (AB-2200, 
ATTO, Tokyo Japan)を用いて、5 min の積算値で評価した。また、発光量の単位は 2.2
節と同様に RLU(relative light unit)で示した。 
 
3.3 実験結果 
3.3.1 4 つの無機塩類添加時の発光性 
 第 2 章で A. fischeri を ASW で培養したところ、培養 12 h 後に培養直後と比較して
発光量に有意な差が認められ(図 12)、このときの菌体量は OD600=0.001(培養 0 h)から
0.004 (培養 12 h)であった。そこで、この発光誘導に寄与する因子を明らかにするために
ASW 中の 5 つの無機塩類(KCl, CaCl2, NaHCO3, MgCl2, MgSO4)のうち、4 つの成分を
添加した条件で培養した。はじめに、A. fischeri をKCl+CaCl2+NaHCO3+MgSO4(MgCl2
が欠乏)の 4 成分で培養したところ、培養 4 h および 8 h で有意な発光量の上昇が認めら
れ(p<0.05)(図 13(d))、このとき菌体の上昇はほとんど認められなかった(OD600=0.000(0 
h)、OD600＝0.005(8 h))。同様に、A. fischeri をKCl+MgCl2+NaHCO3+MgSO4(CaCl2が
欠乏)の 4 成分で培養したところ、培養 4、6、8、12 h で有意な発光量の上昇が認められ
た(p<0.05)(図 13(e))。このとき、いずれの培養時間においても菌体の上昇はほとんど認
められなかった(e.g. OD600=0.001 (0 h)、OD600=0.003(12 h))。このようにMgCl2やCaCl2
を欠乏させた条件では発光量は有意に上昇したことから、これらの成分は発光誘導に寄
与 し な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 続 い て 、 A. fischeri を
CaCl2+MgCl2+NaHCO3+MgSO4(KCl が欠乏)の 4 成分を組み合わせた条件で培養した
ところ、発光量に有意な差は認められなかった (p>0.05)(図  13(f))。同様に、
KCl+CaCl2+MgCl2+MgSO4(NaHCO3 が 欠 乏 ) お よ び




















3.3.2 1 つの無機塩類添加時の発光性 
 前節で KCl、NaHCO3、MgSO4 の 3 つの成分が発光誘導に寄与する可能性が示唆さ
れたことから、A. fischeri を、ASW を構成する各成分に接種し培養した。その結果、
KCl(図 14、Lane No. 1)、NaHCO3(図 14、Lane No. 4)、MgSO4(図 14、Lane No. 5)の














3.3.3 2 つの無機塩類添加時の発光性 
 前節で、ASW 中の 5 つの無機塩類のうち、それぞれの成分が単独の条件では発光誘導
が引き起こされないことが明らかとなった(図 14)。この結果から、発光誘導にはASW 中
の無機塩類がいくつか複合する必要が示唆された。 




発光量の上昇は認められなかった(p>0.05)(図 15、Lane No. 10, 11, 13)。以上の結果か
ら、発光誘導には 3 つの無機塩類が必要である可能性が示唆された。 
 




3.3.4 3 つの無機塩類添加時の発光性 
 前節で ASW 中の無機塩類を 2 つずつ組み合わせた条件で培養しても発光量の上昇が
認められなかったことから、発光誘導には 3 つの成分が必要である可能性が示唆された。 
 そこで、ASW 中の 5 つの無機塩類(KCl, CaCl2, NaHCO3, MgCl2, MgSO4)のうち、3
つの成分を組み合わせた条件で培養し 12 h 後の発光量を測定した(図 16)。その結果、
KCl+NaHCO3+MgSO4(図 16、Lane No. 25)の 3 つの成分を組み合わせた条件でコント
ロールと有意な差が認められた(p<0.05)。このとき、菌体量は培養直後でOD600=0.003、
培養 12 h で OD600=0.004 を示し、この発光量の上昇は細胞密度に対して非依存的であ
ることが明らかとなった。また、その他の成分を組み合わせた条件(図 16、Lane No. 
18~24, 26~27)ではコントロールと比較して発光量に有意な差は認められなかった
(p>0.05)。以上の結果から、発光誘導には KCl、NaHCO3、 MgSO4、の 3 成分が全て必
要であることがわかり、これらの成分が発光誘導に寄与することが明らかとなった。 
 




前節において発光誘導には KCl、NaHCO3、MgSO4 の 3 つの成分が全て必要である
ことが示された。そこで、これらの濃度変化と発光の相関性について検討した。その結
果、KCl は 0.0077 g/l～7.7 g/l の範囲で濃度依存的に発光量が上昇した(図 17)。NaHCO3
では 0.00011 g/l～0.0011 g/l の範囲で発光量が上昇し(図 18)、MgSO4は 0.0000715 g/l













図 18 NaHCO3の濃度変化と発光性 
 
図 19 MgSO4の濃度変化と発光性 
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3.3.6  K+が発光に与える影響 
 3.3.4 節で人工海水中の発光誘導では KCl、NaHCO3、MgSO4の 3 成分を必須とする
ことが明らかとなった。そこで、これらの成分を構成する陽イオンもしくは陰イオンが
発光に与える影響を明らかにするために、KCl、NaHCO3、MgSO4の 3成分をK+、HCO3-、
SO42-を含むその他の無機化合物に置換し、培養 12 h 後の発光量を測定することでイオ
ンが発光に与える影響を評価した。 
 はじめに、K+が発光に与える影響を検討した(図 20)。K+を含む無機化合物として、
KBr(0.0123, 0.123, 1.23 g/l)、KHCO3(0.0103, 0.103, 1.03 g/l)およびKNO3(0.0105, 0.105, 
1.05 g/l)を選定した。ASW 中のKCl を 1.23 g/l(図 20(a)、Lane No. 31)の KBr と置換し
たところ、コントロール(図 20(a)、Lane No. 32)と比較して発光量に有意な差が認めら
れた(p<0.05)。同様に、0.0103 g/l(図 20(b)、Lane No. 33)および 1.03 g/l(図 20(b)、Lane 
No. 35)の KHCO3に置換した場合にも有意な発光量の上昇が認められた(p<0.05)。さら
に、0.0105 g/l (図 20(c)、Lane No. 37)もしくは 1.05 g/l のKNO3(図 20(c)、Lane No. 















図 20 K+を含む無機化合物に置換したときの発光性 
 
3.3.7  HCO3-が発光に与える影響 
 前節で K+が発光誘導に寄与することが明らかとなったことから、続いて HCO3-が発
光誘導に与える影響について検討した(図 21)。HCO3-が発光誘導に与える影響を検討す
るために、ASW 中のNaHCO3の置換物としてNH4HCO3 (0.001, 0.01, 0.1 g/l)とKHCO3 
(0.0013, 0.013, 0.13 g/l)を選定し、培養 12 h 後の発光量を測定した。その結果、NH4HCO3 










図 21 HCO3-を含む無機化合物に置換したときの発光性 
 
3.3.8  SO42-が発光に与える影響 
 3.3.6節と 3.3.7節で発光誘導にはK+およびHCO3-が寄与することが明らかとなった。
そこで最後に SO42-の影響を検討した(図 22)。SO42-が発光誘導に与える影響を検討する
ために、ASW 中のMgSO4をCaSO4 (0.02, 0.2, 2 g/l)、MnSO4 (0.022, 0.22, 2.2 g/l)、
FeSO4 (0.0038, 0.038, 0.38 g/l)、CuSO4 (0.0023, 0.023, 0.23 g/l)、Na2SO4 (0.21, 2.1, 21 
g/l)および K2SO4 (0.25, 2.5, 25 g/l)に置換し、培養 12 h 後の発光量を測定した。ASW 中
のMgSO4をCaSO4と置換したところ、0.2 g/l のCaSO4 (図 22(a)、Lane No. 50)の条
件において発光量の上昇が認められた(p<0.05)。このとき菌体量はほとんど変化しなか
った。同様に MnSO4 (図 22(b)、Lane No. 53~55)、0.0038 g/l (図 22(c)、Lane No. 57)
および 0.038 g/l (図 22(c)、Lane No. 58)のFeSO4、2.1 g/l (図 22(e)、Lane No. 66)およ
び 21 g/l (図 22(e)、Lane No. 67)のNa2SO4、さらに 0.25 g/l (図 22(f)、Lane No. 69)お
よび 2.5 g/l K2SO4 (図 22(f)、Lane No. 70)をMgSO4と置換した場合に、有意な発光上
昇が認められた(p<0.05)。いずれの条件においても、菌体量はほとんど変化しなかった。








図 22 SO42-を含む無機化合物に置換したときの発光性 
 
3.3.9 SO32-および S2O32-が発光に与える影響 






Na2SO3 (0.002, 0.02, 0.2 g/l)、K2SO3 (0.0024, 0.024, 0.24 g/l)を選定した。また、S2O32-
を含む無機化合物として Na2S2O3(0.18, 1.8, 18 g/l)を選定した。ASW 中の MgSO4を 0.2 
g/l(図 23(a)、Lane No. 75)のNa2SO3に置換したとき、コントロール(図 23、Lane No. 
76)と有意な差が認められた(p<0.05)。同様に MgSO4を 0.024 g/l K2SO3(図 23(b)、Lane 
No. 78)および 0.24 g/lK2SO3(図 23(b)、Lane No. 79)に置換した場合に、コントロールと
有意な差が認められた(p<0.05)。Na2SO3 もしくは K2SO3 のいずれの条件でも、菌体量
に大きな変化はなかった。以上の結果より、SO32-は発光誘導に寄与することが明らかと
なった。さらに、0.18 g/l (図 23(c)、Lane No. 81)および 18 g/l (図 23(c)、Lane No. 83)
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図 23 SO32-および S2O32-を含む無機化合物に置換したときの発光性 
 
3.3.10  含硫アミノ酸が発光に与える影響 
 3.3.8 節および 3.3.9 節で含硫無機化合物が発光誘導に寄与することが明らかとなった
(図 22、23)。そこで、硫黄源が発光に与える影響をさらに検討するため、硫黄を含む有
機化合物に着目した。含硫有機化合物として、システイン、シスチン、メチオニン、セ
リン、タウリンの 5 つの含硫アミノ酸を選定し、これらをMgSO4の代わりに ASW 中へ
添加し、培養 12 h 後の発光量を測定した(図 24)。その結果、MgSO4を 0.01 g/l (図 24(a)、
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Lane No. 86)および 0.1 g/l (図 24(a)、Lane No. 87)のシステインと 0.001 g/l (図 24(b)、
Lane No. 89)および 0.01 g/l (図 24(b)、Lane No. 90)のシスチンと置換した場合に有意
な発光量の上昇が認められた(p<0.05)。このとき、菌体量はほとんど変化しなかった。一




















し、これは細胞内の K+が染色体の立体配座を変化させ、細菌の DNA 複製に寄与する
DNA gyrase に作用することで、発光反応に必要なアルデヒドの生合成を含む lux 遺伝
子の転写に寄与し、発光量の上昇につながることを示唆した 63)。同様に、Berglind らも
K+が発光細菌の発光を増強することを示し、発光反応 (式 1)に寄与する NADH や ATP
の産生は Na+とK+の輸送システムに依存することを述べた 64)。さらに、海洋に生息する
細菌類は呼吸鎖としてNa+ポンプを利用し 68)-72)、Na+は K+とともにNADH を酸化する
酵素である NADH oxidase を活性化することが報告されている 65)。実際、海洋性発光細
菌 V. harveyi の発光系は呼吸鎖とカップルして起こることが知られている 38) 。このよ
うに K+は発光反応に必要なアルデヒド合成や Na+とともに呼吸の過程で NADH の酸化
に寄与したと考えられる。続いて、HCO3-が発光に与える影響について、Nelson らは生
合成の過程で HCO3-を利用するアルギニン 73), 74)が海洋性発光細菌の発光を刺激すると
ともに、発光反応を触媒する酵素であるルシフェラーゼの生合成に寄与する可能性を示













































第 2 章で ASW 中における海洋性発光細菌類の増殖性と発光性について検討したとこ














第 4 章 海洋性発光細菌のバイオアッセイへの応用 
 
4.1 研究背景と目的 
 第 2 章、第 3 章では海洋性発光細菌の発光挙動と発光誘導因子の解明を行った。その
結果、発光細菌の発光誘導には ASW 中の無機塩類が寄与する可能性が示唆され、その








 第 1 章で述べたように、発光細菌を使用したバイオアッセイは毒性試料を添加してい
ない対照試験区に対して発光量が減少するかどうかで毒性を判断する 12), 13), 18), 37)。すな
わち、発光細菌をバイオアッセイとして利用するためには、測定したい毒性試料に対し
て高い感受性を示すことが前提となる。そこで、はじめに第 2 章で使用した微生物の生






 2.2 節と同様に、供試菌株には American Type Culture Collection から入手した A. 
fischeri (ATCC 7744)を用いた。また 2.2 節と同様の方法で調製した Photobacterium 
broth (Sigma-Aldrich Co.)に供試菌株を 1 ml 接種し、26 ℃、70 rpm で 16 h 振とう培








節と同様に全量が 100 ml になるように調整した SWM (SWM composition; 28.1 g/l 
NaCl, 0.77 g/l KCl, 1.21 g/l CaCl2, 10.2 g/l MgCl2・6H2O, 0.11 g/l NaHCO3, 7.15 g/l 
MgSO4・7H2O, 10 g/l Beef extract, 10 g/l Bacto peptone)に 100 µl 接種し、26 ℃、70 
rpm の培養条件で 16 h 振とう培養した。本試験では、毒性試料として防ばい剤であるイ
マザリル(C14H14C12N2O)とチアベンダゾール(C10H7N3S)を選定した。前述の培養液 180 
µl と和光純薬工業株式会社から入手したイマザリルおよびチアベンダゾール  20 µl を
混合し、5 min および 15 min 放置後、ルミノメーター(TriStar2 LB942, Berthold, 
Germany)を用いて発光量を測定した。前述したとおり、海洋性発光細菌は真水では生育
できないため、防ばい剤を溶解するための溶媒として 3 % NaCl 溶液を選定し、この溶
液に濃度が 10 %になるように Tween 80 を加え、防ばい剤を十分に溶解した。ここで、
試験に供する防ばい剤の終濃度は 0.1、1、10、100、1000 ppm となるように調製した。
またイマザリルに対する感受性試験では、前述の濃度に加えて、イマザリルの終濃度が
20、40、60、80、500 ppm となるよう調製したものでも試験を行った。コントロールは














有するか検討するために、培地として 2.81 % NaCl 溶液に第 3 章で明らかとなった発光
誘導因子 (0.77 g/l KCl、0.11g/l NaHCO3、7.15 g/l MgSO4)を加えたものを用いた。こ
れを全量が 100 ml になるよう調製し、4.2.2 節で調製したグリセロールストックを 100 
µl 接種し、26 ℃、70 rpm の培養条件で 12 h 振とう培養した。なお、本試験では防ば
い剤としてオルトフェニルフェノールナトリウム (C12H9NaO)とイマザリル
(C14H14C12N2O)を使用した。この培養液 900 µl と和光純薬工業株式会社から入手したオ
ルトフェニルフェノールナトリウム 100 µl を混合し、5 min および 15 min 放置後、PSN 
luminometer (AB-2200, ATTO, Tokyo Japan)を用いて発光量を評価した。同様の方法で
イマザリルに対する感受性も試験した。試験で用いたオルトフェニルフェノールナトリ
ウムは、3 % NaCl 溶液に溶解し、終濃度を 0.1、1、10、100、1000 ppm となるように
調整した。また、イマザリルは 4.2.2 節と同様の方法で調製した。なお、イマザリルの試
験では 4.2.2.2 とは異なり、終濃度を 0.1、1、10、100、1000 ppm に調整したもののみ
を試験に供した。オルトフェニルフェノールナトリウムに対する試験では 3 % NaCl 溶





 SWM で十分に培養した A. fischeri に、防ばい剤のイマザリルとチアベンダゾールを
接触させ発光量を測定した (図 26、27)。発光細菌を用いたマイクロトックス毒性試験法
ではサンプルの毒性により減少した発光量を測定し、対象試験区に対して発光強度が







すなわち、発光率が 50 %以上になる濃度では感受性が低く、発光率が 50 %以下になっ
たときに感受性が高いと判断した。 
はじめに、100 ppm および 1000 ppm のイマザリルを A. fischeri に接触させたとき、
発光率は 50 %以下となった(図 26(a))。このとき、100 ppm のイマザリルを暴露すると、
5 min の接触で発光率は 0.2 %まで減少した (図 26)。この消光現象をさらに濃度を細か
く区切って検討したところ、イマザリル濃度が 40 ppm のとき、5 min 接触させると発
光率は 49 %となり、15 min 接触させると 28 %であった(図 26(b))。また、イマザリル
濃度が 60 ppm のとき、5 min 接触させることで発光率が 5 %まで減少することが明ら
かとなった (図 26(b))。また、15 min 接触させることで発光率がほぼ 0 %になったこと
から (図 26(b))、 A. fischeri はイマザリルを 10 ppm から 60 ppm の範囲で検出できる
ことが示された (図 26)。以上の結果から、A. fischeri はイマザリルに対して高い感受性
を示すことがわかった。 














図 27 チアベンダゾールに対する感受性 
 
4.2.3.2 誘導因子で培養した海洋性発光細菌の防ばい剤に対する感受性試験 
 4.2.3.1 で十分に培養した A. fischeri はイマザリルに対して高い感受性を有すること




 はじめにオルトフェニルフェノールナトリウムとA. fischeriを接触させたところ、100 
ppm および 1000 ppm で発光率は 50 %以下となったことから、A. fischeri は 10 ppm
50 
 
から 100 ppm の範囲でオルトフェニルフェノールナトリウムを検出することができる
ことがわかった(図 28)。この結果から、海洋性発光細菌はオルトフェニルフェノールナ
トリウムに対して高い感受性を有することが明らかとなった。 


















一方、イマザリルを接触させたときは濃度が 1000 ppm になるまで発光率は 50 %以上
を維持し、10 ppm から 1000 ppm の範囲でイマザリルに対する感受性を有することが
明らかとなった(図 29)。 
図 29 イマザリルに対する感受性 
 
また、これまでと同様にイマザリルの国内基準値である 5 ppm と今回の結果を比較し
たところ、10~100 ppm の範囲で発光率は 50 %以上を示したことから、国内基準値を考
慮したアッセイ法としての利用可能性は低いと判断した。一方、A. fischeri はイマザリ












起こされる発光阻害率をもとに毒性を評価している 12), 13), 18), 37)。これは、発光細菌の発
光現象は細胞代謝や呼吸代謝と密接に関係しており、重金属などの毒性物質と接触する
ことで発光反応を触媒するルシフェラーゼの活性が阻害され、発光量の減少が引き起こ
される原理を利用したものである 17), 38), 39)。一方、今回使用した防ばい剤は微生物のエ
ルゴステロール生合成やそれに関連する産生物を阻害することが知られている 76)-78)。ま
た、Jang らはオルトフェニルフェノールを Staphylococcus aureus に暴露させたとき、






測定を開始してから 5 min 経過後に一旦減少した発光量が徐々に回復することを発見し、
これは有機溶剤によって発光細菌が死滅するのではなく、一時的に発光が阻害されるこ
とが原因であると述べた 80)。今回は 5 min および 15 min 放置後の発光量しか測定して
いないため、その発光阻害が一時的なものなのか、菌の死滅によるものなのかわからな
い。そこで、ルミノメーター(TriStar2 LB942, Berthold, Germany)を用いて SWM で十
分に培養した A. fischeri に、4.2.2.2 と同様の方法でイマザリルを添加し発光量の変化を
経時的に測定した(図 30)。その結果、図 26 で発光率 50 %以上を示した 0.1 ppm ~ 10 
ppm のイマザリルと接触させたとき、発光量は接触後 30 min 付近までゆるやかに減少
したが、その後徐々に回復することがわかった(図 30)。一方、図 26 で発光率が 50 %以
下となった 100 ppm や 1000 ppm では発光量は回復することはなかった (図 30)。以上
の結果から、0.1 ~ 10 ppm の範囲では一時的に発光細菌の代謝（e.g. ルシフェラーゼ活














第 3 章で明らかとなった発光誘導因子で誘導した発光細菌に 100 ppm および 1000 ppm
のオルトフェニルフェノールナトリウムを接触させたところ、発光率が 50 %以下となっ


























4.3.2.1 IFF の作製 
 IFF の作製は田部井ら 40)および堤ら 81)の方法に準じた。はじめに、蚕繭を適当な大き
さに切断し、電子天秤で 11 g 秤量した。これを 0.5 % Na2CO3溶液中で約 1 h 煮沸した
のち、イオン交換水で 3 回洗浄した。その後、約 60～70 ℃に熱したイオン交換水中で





ク質濃度がおよそ 2.4 mg/l 程度になるよう調整し、0.2 %グリセリン溶液を添加した。こ
れを 50 µl ずつガラスチューブ (Thermo Fischer Scientific Inc., MA, USA 製)に分注し、
30 ℃、70 %RH の条件で約 2~3 日間乾燥させた。なお、乾燥の判断は膜が白濁から透
明になったときとした。これを IFF チューブとして実験に供した。また同様の方法で調
製したフィブロイン溶液を底面が約 18×18 mm のポリプロピレンプレートに流し、同
様の条件下で約 1 日乾燥させたものを 4.3.2.3 の FE-SEM 観察で用いた。IFF の作成プ
ロトコルを図 31 に示す。 
 





4.3.2.2 IFF チューブとガラスチューブへの固定化 
 供試菌株にはこれまでと同様に American Type Culture Collection から入手した A. 
fischeri を用いた。これを 2.2 節と同様に全量が 100 ml となるように調製した
Photobacterium broth (Sigma-Aldrich Co.)に 1 ml 接種し、26 ℃、70 rpm で 16 h 振
とう培養した。この培養液 700 µl と 30 %グリセリン溶液 700 µl を混合し、-70 ℃で保
存したものをグリセロールストックとした。 
 IFF チューブへ固定するために、このグリセロールストックを 2.2 節と同様の方法で
調整した SWM (SWM composition; 28.1 g/l NaCl, 0.77 g/l KCl, 1.21 g/l CaCl2, 10.2 g/l 
MgCl2・6H2O, 0.11 g/l NaHCO3, 7.15 g/l MgSO4・7H2O, 10 g/l Beef extract, 10 g/l 
Bacto peptone)に 100 µl 接種し、26 ℃、70 rpm の培養条件で振とう培養した。ま




く 4 つのステージに分類される。今回は、2 番目のステージである対数増殖期をさらに
対数増殖初期、対数増殖中期、対数増殖後期と分類し、対数増殖初期から 8 h、対数増
殖中期から 16 h、対数増殖後期から 24 h、定常期から 28 h を培養時間として設定し
た。前節で調製した IFF チューブに新鮮な SWM 2 ml を加え、さらに前述の条件で培
養したA. fischeri を 300 µl 加えた。これにアルミをしたのち、26 ℃の培養槽内で静置
して IFF 上に微生物を固定した。なお、最適な固定化時間を明らかにするために、固
定化時間を 0.5、3、6 h に設定した。固定化後、IFF チューブ内の培養液を、ピペット
を使って取り出し、3 % NaCl 溶液 2ml で 2～3 回洗浄した。洗浄後、余分な水分をキ
ムワイプで取り除き、チューブを逆さまにして暗室で 30 min 程度放置し、実験に供し
た。発光性の比較を行うために、同様の方法でガラスチューブ (Thermo Fischer 
Scientific Inc., MA, USA 製)にも固定化を行った。発光量は PSN luminometer (AB-
2200, ATTO, Tokyo Japan)を用いて評価した。なお、発光量の単位はこれまでと同様
にRLU(relative light unit)で表記した。 
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4.3.2.3 FE-SEM による基板表面の観察 
 IFF 上に固定した菌の付着性を観察するために、4.3.2.1 で調製した IFF (18×18 mm)
に 4.3.2.2 に準じて発光細菌を IFF 上に固定した。なお 4.3.3.1 の結果から、このときの
培養時間は 16 h、固定化時間は 3 h とした。付着性を比較するために、同様の方法でカ
バーガラス (18×18 mm)にも固定した。IFF およびガラス上に発光細菌を固定化後、
3 % NaCl 溶液で 2~3 回洗浄し、0.1 M リン酸バッファー (pH 7.3)で調製した 2.5 %グ
ルタルアルデヒド溶液中で 2 h 固定した。その後、0.1 M リン酸バッファー (pH 7.3)で
3 回洗浄した。これらのサンプルを 50 %、70 %、90 %、100 %のエタノール溶液中にそ
れぞれ 10 min 浸漬し、脱水した。これを室温で乾燥させ、白金蒸着 (E-1030;日立製)を
行った。その後、FE-SEM (JSM-7800F; JEOL,Ltd 製)で膜およびガラス表面を観察し
た。 
 
4.3.2.4 IFF に固定化した発光細菌の感受性試験 
 4.3.3.1 の結果から、グリセロールストックしたA. fischeri を SWM で 16 h 培養し、
これを 4.3.2.2 の方法で IFF ガラスチューブに固定化した。なお、固定化時間は 4.3.3.1
の結果から 3 h とした。IFF に固定した発光細菌も防ばい剤に対して 4.2 節のような感
受性を示すか明らかにするために、このチューブにイマザリルとチアベンダゾールを
100 µl 滴下し、5 min および 15 min 放置後の発光量を PSN luminometer (AB-2200, 
ATTO, Tokyo Japan)を用いて測定した。なお 4.2 節と同様に、イマザリル、チアベン
ダゾールともに 3 % NaCl を含む 10 % Tween 80 溶液で終濃度が 0.1、1、10、100、















8 h(対数増殖初期)、16 h(対数増殖中期)、24 h(対数増殖後期)、28 h(定常期)培養した。
この培養液を IFF チューブに分注し、26 ℃の培養槽内で 0.5、3、6 h 静置し IFF 上に
A. fischeri を固定化し、洗浄後、発光量を測定した(図 32)。同様の方法でガラスチュー
ブにも固定化を行い、IFF に固定化したときの発光量と比較した(図 32)。 
はじめに 8 h 培養した A. fischeri を IFF チューブとガラスチューブに 0.5 h および 3 
h 固定したところ、発光量に有意な差が認められた(p<0.05)(図 32(a))。また 16 h 培養し
た菌体を IFF 上に固定したところ、固定化時間が 0.5 h および 3 h のときに発光量に有
意な差が認められた(p<0.05)(図 32(b))。同様に、24 h 培養した菌体も固定化時間が 0.5 
h および 3 h で発光量に有意な差が認められた(p<0.05)(図 32(c))。最後に 28 h 培養した
A. fischeriは、3 hおよび 6 h固定化したときに有意な差が認められた(p<0.05)(図32(d))。




A. fischeri の培養時間を 16 h、固定化時間を 3 h とした。この条件は、培養時間が 24 h
および 28 h のときは菌体が増殖しすぎて凝集し、固定化の操作がしにくかったこと、培
養 8 h と 16 h の発光性を比較したときに 16 h の培養液のほうが、発光量が高かかった


























4.3.3.2 FE-SEM による基板表面の観察 






いることがわかった(図 33(b)(d))。以上の結果から 4.3.3.1 で得られた発光性の違いは、
基板上に付着する菌体数の違いである可能性が示唆された。フィブロインは、細胞培養
の分野において細胞の維持や活動を支える足場材料としてこれまで利用されてきた 82)。
FE-SEM による IFF 上の観察で、膜上に多くの菌体が付着していたことから、IFF は発
光細菌の足場材料として有用であることが示され、バイオアッセイへの実用化を考慮し
た際に固定基板として有用である可能性が示唆された。 




4.3.3.3 IFF に固定化した発光細菌の感受性試験 




トロールに対して 50 %以下になったときの濃度を感受性が高いと判断した。 
 はじめに、IFF チューブに固定したA. fischeri は 1 ppm よりも高い濃度のイマザリ
ルを接触させたときに発光率が 50 %以下を示したことから、1 ppm から 1000 ppm の
範囲でイマザリルを検出できることがわかった (図 34)。以上の結果から、A. fischeri は
イマザリルに対して高い感受性を示すことが明らかとなった。ここで、4.2 節と同様に国
内基準値と今回得られた結果を比較した。イマザリルの柑橘類に使用できる国内基準値
は 5 ppm であり、IFF に固定した A. fischeri は 10 ppm 以上の高い濃度で発光率が 50 %
以下まで減少したことから、国内基準値に準じた検査でも使用できる可能性が示唆され
た。 
図 34 イマザリルに対する感受性 
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一方、チアベンダゾールを IFF チューブに固定したA. fischeri に接触させたとき、0.1 
ppm より高い濃度で発光率が 50 %以下になった(図 35)。この結果から、IFF チューブ
に固定した A. fischeri はチアベンダゾールを 0.1 ppm から 1 ppm の範囲で検出できる
ことが明らかとなった。この結果から、海洋性発光細菌はチアベンダゾールに対して非
常に低濃度でセンシティブに反応し、非常に高い感受性を示すことがわかった。同様に
チアベンダゾールの国内基準値である 10 ppm と今回の結果を比較したところ、10 ppm
よりも低い濃度で発光率が 50 %以下となったことから、国内基準値以上の濃度を検出す
るアッセイ法としては利用できる可能性が低いと判断した。しかしながら、前述したよ














細菌を IFF チューブへ固定化すると非常に鋭敏な感受性を示した(図 27、35)。これまで
の実験は 2 次元（i.e. IFF）と 3 次元（i.e. 液体培地）であるため、正確な比較を行うこ
とはできない。しかしながら、IFF に固定したときの IFF 上の菌体数はおよそ 104 










る感受性試験を行った。その結果、発光細菌は 1 ppm よりも高い濃度のイマザリルを接
触させたときに発光率 50 %以下を示し、チアベンダゾールに対しては 0.1 ppm より高


















述べた。実際、Rosson らは培養液中に精製した autoinducer を滴下すると発光量が上昇
し、発光量が減少した培地にさらに autoinducer を追加すると急激に発光量が上昇する
ことを示した 84)。同様に Nealson は autoinducer の添加濃度の上昇にともなって発光量
が上昇することを明らかにした 22)。そこで、第 3 章で明らかとなった発光を誘導する 3







4.3.3.1 の結果より、IFF チューブに固定する発光細菌の培養時間は 16 h、固定化時間は
3 h とした。発光細菌を固定した IFF チューブの発光量はこれまでと同様に、PSN 
luminometer (AB-2200, ATTO, Tokyo Japan)を用いて評価し、発光量の単位はこれまで
と同様に RLU(relative light unit)で表記した。発光量は固定した IFF チューブを洗浄後
から 1 h おきに測定し、固定直後と比較して有意に発光量が減少したチューブに、KCl、
NaHCO3、MgSO4を含む 2.81 % NaCl 溶液を 100 µl 滴下した。その後、5 min、30 min、




2.81 % NaCl 溶液を 100 µl 滴下し、発光量を測定した。 
 
4.4.3 実験結果 
 IFF チューブに固定化してから 1 h 後に、発光量は有意に減少した(p<0.05)(図 36)。
そこでこのチューブに 3 因子(KCl, NaHCO3, MgSO4)を含む 2.81 % NaCl 溶液を滴下し
たところ、滴下してから 5 min 後に有意な発光量の上昇が認められた(p<0.05)(図 36)。
その後、発光量は有意に上昇を続け(p<0.05)、滴下 360 min 後に最大発光量を得た(図
36)。このときの発光量は、固定直後の発光量に比べて高かった(p<0.05)。その後の発光
量も滴下直前の発光量と比較して有意な差が認められ、滴下後、24 h (1440 min)まで続
いた(p<0.05)。一方、2.81 % NaCl 溶液のみを滴下した場合、発光量は上昇せず、下降し





























































 供試菌株には 2.2 節と同様に American Type Culture Collection から入手した A. 
fischeri を用い、Photobacterium broth (Sigma-Aldrich Co.)を全量が 100 ml となるよ
う調製した。これにA. fischeri を 1 ml 接種し、26 ℃、70 rpm で 16 h 振とう培養し
た。この培養液 700 µl と 30 %グリセリン溶液 700 µl を混合し、-70 ℃で保存したもの
をグリセロールストックとした。 
 pH と柑橘類の成分が海洋性発光細菌の発光性に与える影響を検討するために、2.81 % 
NaCl 溶液に第 3 章で明らかとなった発光誘導因子 (KCl、NaHCO3、MgSO4)を添加し
た培地を全量が 100 ml となるよう調製し、これに前述のグリセロールストックを 100 
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µl 接種したのち、26 ℃、70 rpm で 12 h 振とう培養した。この培養液をガラスチュー
ブに 900 µl ずつ分注し、以後の試験に供した。 
 
4.5.2.2 pH の影響 
 pH が海洋性発光細菌の発光性に与える影響を検討するために、3 % NaCl を 10 %希
塩酸で pH が 2 から 4 になるように調製した。この溶液を 100 µl 秤量し、4.5.2.1 で調
製した培養液 900 µl と混合したのち、5 min および 15 min 後の発光量を PSN 














 ミカンの果皮を 3 % NaCl 溶液 200 ml 中で 10 min 浸漬したのち、10 min 煮沸した。
これを 50 ml 遠沈管に加え、4 ℃、5000 rpm の条件で 20 min 遠心分離した。この上清
を試験に供した。 
(3) 果皮すりつぶし 
 ミカンの果皮をすり鉢に入れ、3 % NaCl 溶液 200 ml を少量ずつ加えながら十分にす




(4) 煮沸処理 （果皮すりつぶし） 
 (2)と同様の方法でミカンの果皮を 10 min 煮沸した。果皮をすり鉢に移し、この溶液
を少量ずつ加えながら十分にすりつぶした。この溶液を 50 ml 遠沈管に加え、4 ℃、5000 
rpm の条件で 20 min 遠心分離し、この上清を試験に供した。 
 
 以上の方法で調製したサンプル 100 µl と 4.5.2.1 で調製した培養液 900 µl を混合し、




4.5.3.1 pH の影響 
 希塩酸で pH を 2 から 4 に調製した 3 % NaCl 溶液と A. fischeri を接触したところ、
いずれの pH においても発光率は 50 %以上を示した(図 37)。強酸性の条件(pH=2)でも、
発光率は 5 min 接触で 93 %を示し、15 min 接触では 102 %を維持した(図 37)。ミカン
の pH は約 3～4 程度なので、今回は希塩酸で pH を調製したが、酸性条件下で毒性試験
を行った場合においても発光性に対する影響は少ない可能性が示された。 





抽出したサンプルを A. fischeri と接触させた。はじめに、ミカンを熱水処理したのち、
擦り洗いしたサンプルと発光細菌を接触させたところ、接触時間に関わらず、発光率は
100 %以上を示し、発光性に影響は少ないことがわかった(図 38)。 
  図 38 夾雑物が発光に与える影響（熱水擦り洗い） 
 
次に、煮沸処理を行ったサンプルと A. fischeri を接触させたところ、いずれの接触時
間においても発光率は約 70 %を示し(図 39)、擦り洗いに比べると発光性に影響を及ぼす
ことが明らかとなった。 




を示し、15 min 接触させると 81 %となることがわかった(図 40)。4.2 および 4.3 節で行
った感受性試験では、コントロールに対して発光率が 50 %以下になったときに感受性が
高いと判断した。これを踏まえて果皮をすりつぶした場合の結果を考えると、サンプル
と 5 min 接触させたときに発光率が 50 %となったことから、この方法でサンプルを調
製した場合、実際の分析結果に影響を及ぼすことが考えられる。 
図 40 夾雑物が発光に与える影響（果皮すりつぶし） 
 
同様に、煮沸処理した果皮をすりつぶしたサンプルに A. fischeri を 5 min 接触させた


















える影響を検討した。希塩酸で pH を 2 から 4 に調製した 3 % NaCl 溶液を発光細菌に

















第 5 章 総括と今後の展望 
 
5.1 A. fischeri の発光挙動と発光誘導因子の解明 
 第 2 章において発光細菌類の増殖と発光性を検討したところ、発光細菌類間で発光挙
動に差があり、A. fischeri は人工海水中で細胞密度に非依存的な発光誘導を行うことが
わかった。そして第 3 章でこの発光誘導に寄与する因子を検証したところ、
KCl+NaHCO3+MgSO4 の 3 つの成分を組み合わせたときに発光の上昇が認められた。
さらに、K+、HCO3-、SO42-を含むその他の化合物に置換した場合にも発光誘導が認めら
れたことから、発光誘導にはこれらのイオンが寄与することが明らかとなった。これま




















5.2 A. fischeri を用いた新規バイオアッセイへの利用可能性 





らかとなった。さらに、IFF に固定した発光細菌の発光量が減少したときに第 3 章で明
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